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抗人 DR5 单链抗体诱导 HepG2 细胞凋亡的实验研究
孟庆宇，程小峰，张佳锴，黄小平，庄国洪 *
[摘 要] 目的 探究抗人 DR5 单链抗体 （scFv）ZF1 对肝癌细胞株 HepG-2 的凋亡作用及机制。方法 MTT 法检测 ZF1 对
HepG-2 的细胞毒效应；流式细胞术检测 ZF1 诱导 HepG2 的凋亡率；荧光显微镜观察经 ANNEXIN-V/PI 双染的 HepG-2 细胞；
DNA Ladder 检测 HepG-2 细胞的 DNA 特点；Western blotting 检测 Bcl-2、PARP 蛋白的表达。结 果 MTT 结果显示 ZF1 抑制
HepG-2 细胞生长呈剂量依赖性，ZF1 终浓度分别为 0.225、0.45、0.9 mg/ml、1.2 mg/ml 200 μl 时，HepG-2 细胞的生长抑制率分别
为 28.8%、52.3%、65.3%、89.8%；流式细胞仪检测结果显示，终浓度分别为 0.225、0.45、1.2 mg/ml 2 ml 作用 HepG-2 细胞 4 h，凋
亡率分别为 32.9%、56%、83.2%；荧光显微镜下可见早期凋亡细胞，细胞膜呈绿色荧光，细胞内有凋亡小体的形成，伴有核结构的
变化；DNA Ladder 出现明显的彗星尾状条带；Western blotting 检测到 ZF1 诱导凋亡的细胞内 Bcl-2、PARP 蛋白表达上调。结论
ZF1 可诱导 HepG2 细胞株凋亡，这种作用与 HepG2 细胞株表达 Bcl-2、PARP 蛋白蛋白表达上调相关。
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Apoptosis of hepG2 cells induced by anti-human DR5 scFv (scFv) ZF1
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[Abstract] We aimed to explore the apoptotic effects of anti-human DR5 scFv ZF1 on the hepatoma cell line HepG-2 and its
mechanism. We employed MTT assay to detect the ZF1 cytotoxicity against HepG-2 cell, and found that ZF1 inhibited the growth of
HepG-2 cells in a dose-dependent manner (ZF1 final concentrations of 0.225, 0.45, 0.9, 1.2 mg/ml correspond to HepG-2 cell growth
inhibition rates of 28.8%, 52.3%, 65.3%, 89.8%); HepG2 cells were respectively treated with 0.225, 0.45, 1.2 mg/ml ZF1 for 4 hours,
and flow cytometry indicated the corresponding apoptosis rates were 32.9%, 56%, 83.2%. Then the ZF1-treated HepG2 cells were
stained with ANNEXIN-V/PI for fluorescence microscope observation, through which we found early apoptotic cells, cell membrane
showing as green fluorescence, and apoptotic body formation accompanied by changes in nuclear structure. DNA ladder of the treated
cells appeared comet tail-shaped band; western blotting showed intracellular Bcl-2, PARP protein expression was increased in ZF1-
treated HepG2 cells. Thus, we concluded that ZF1 can induce apoptosis in HepG2 cell line, which was associated with up-regulation
of Bcl-2 and PARP protein expression in HepG2 cell lines.
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有相同的抗体表位 （另见报道）。现本实验拟通过
HepG2 人肝癌细胞株，鉴定 ZF1 对肿瘤细胞的生长
抑制作用并分析其可能机制。
1 材料与方法




购自 Bio-Rad 公司。EPICS XL 流式细胞仪，购自
COULTER 公司。Model 3550 酶标仪购自 Bio-Rad
公司。
1.2 MTT 法 检 测 ZF1 对 HepG2 的 细 胞 毒 性 效
应 96 孔板每孔加 100 μl HepG-2 细胞悬液 (3×
104/孔) 4 复孔培养，分为实验组与对照组，实验组分
别加入终浓度 0.225、0.45、0.9、1.2 mg/ml 200 μl ZF1
溶液；阳性对照组分别加入终浓度 0.225、0.45、0.9、
1.2 mg/ml 200 μl anti-DR5 mAb；阴性对照组加入鼠
IgG。培养 12 h，加入 MTT 工作液 20 μl /孔，继续培
养 4 h。弃上清，每孔加入 200 μl DMSO 振荡，用酶
标仪测 A570 nm 吸收值。实验重复 3 次。计算细胞抑制
率(% )：抑制率=[1-实验组 A 值/阴性对照组 A 值]×
100%。
1.3 ANNEXIN V/PI 流式细胞仪法对 ZF1 诱导细
胞凋亡率的检测 取对数生长期的 HepG-2 细胞，
用 0.25%胰酶消化，制成单细胞悬液，调整细胞数为
1x106/ml。收集并制备细胞悬液，加入 6 孔培养板，
2 ml/孔，细胞终浓度为 3×105/ml /孔，置 37 ℃、5%
CO2 培养 24 h，实验孔加入 ZF1 溶液，终浓度分别
0.225、0.45、1.2 mg/ml 2 ml，对照孔加 DMEM 培养
液，置 37 ℃、5%CO2 培养 4 h。胰酶消化，收集细胞
于 Eppendorf 管中离心，用 PBS 洗涤 1 次，取 104 细
胞悬浮于 500 μl 标记液中，加 ANNEXIN V 染液及
PI 染液各 5 μl，避光混匀后，室温放置 15 min，流式
细胞术检测细胞凋亡率。WinMDI2.9 软件分析所得
数据。
1.4 ANNEXIN V/PI 荧光显微镜法观察细胞凋亡情
况 取对数生长期的 HepG-2 细胞，用 0.25%胰酶消
化，制成单细胞悬液，调整细胞数为 1×106/ml。收集
并制备细胞悬液，加入 6 孔培养板，2 ml/孔，细胞终
浓度为 3×105/孔，置 37 ℃、5%CO2 培养 24 h，去除培
养基，实验组加 ZF1，终浓度为 0.45 mg/ml 2 ml，阴
性对照孔用 DMEM 培养液，置 37 ℃、5% CO2 培养 4
h。去除上清，用 PBS 洗涤 1 次，每空加 500 μl 标记
液，加 ANNEXIN V 染液及 PI 染液各 5 μl，避光混
匀后，室温放置 15 min，荧光显微镜观察凋亡细胞染
色情况。
1.5 DNA Ladder 方法检测 ZF1 诱导 HepG-2 的
凋亡作用 取对数生长期的 HepG-2 细胞，调细胞数
为 1×106/ml，加 ZF1，终浓度为 1.2 mg/ml 2 ml，对照
组用 DMEM 培养液。置 37 ℃、5%CO2 培养 4 h，用
0.25%胰酶消化，，离心洗涤 3 min 后，弃去上清，洗
涤 3 次，，收集细胞，离心后沉淀加裂解液 37 ℃过
夜，酚、氯仿/异丙醇抽提，乙醇沉淀，10 000 r/min，离
心 15 min，50 μl TE 溶解沉淀，加 RNaseA 使其终浓
度为 l mg/ml，然后进行琼脂糖凝胶电泳。
1.6 Western blotting 检测 Bcl-2、PARP 蛋白的表
达 取 1×106 HepG-2 细 胞 分 别 加 ZF1， 终 浓 度
0.225、0.45、1.2 mg/ml 2 ml 作用 4 h 后，收集细胞提
取蛋白，然后进行 SDS-PAGE 分离蛋白质。把分离
的蛋白质转移到 PVDF 膜。Ag-Ab 反应：加入一抗,
反应 1 h，洗涤液洗涤 3 次；加入 HRP 标记的二抗，
反应 1 h，洗涤。ECL 显色。
2 结果
2.1 MTT 法检测 ZF1 诱导 HepG2 凋亡的细胞毒
性效应 ZF1 对 HepG-2 细胞有杀伤作用，并随着
ZF1 剂量的增加，HepG-2 细胞生长抑制率也随之
增加，呈明显的剂量相关性。当 200 μl ZF1 终浓度
为 0.225 mg/ml 时，对 HepG-2 细胞抑制率为 28.8%；
200 μl 终浓度为 0.45 mg/ml 时，对 HepG-2 细胞抑制
率为 52.3%；200 μl 终浓度为 0.9 mg/ml 时，对 HepG-
2 细胞抑制率为 65.3%；200 μl 终浓度为 1.2 mg/ml
时，对HepG-2 细胞抑制率为 89.8%。（图 1）。
2.2 ZF1 对 HepG-2 细胞的凋亡率的检测 图 2a
流式细胞术检测结果表明 2 ml 终浓度 0.225 mg/ml
的 ZF1 作用 HepG-2 细胞 4 h，HepG-2 细胞凋亡率
为 32.9%，其中早期凋亡率 11.7%，晚期凋亡率
图 1 MTT 比色法检测不同浓度 ZF1 对 HepG2 细胞增殖的影响
Fig 1 Viability of human tumor cell lines in response to
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21.2%，如图 2b 所示。2 ml 终浓度 0.45 mg/ml 的 ZF1
作 用 HepG -2 细 胞 4 h，HepG -2 细 胞 凋 亡 率 为
56%，其中早期凋亡率为 13.7%，晚期凋亡率为
41.3%，如图 2c 所示。2 ml 终浓度 1.2 mg/ml 的 ZF1
作 用 HepG -2 细 胞 4 h，HepG -2 细 胞 凋 亡 率 为
83.2%，其中早期凋亡率 8.5%，晚期凋亡率 74.7%，
如 图 2d 所 示。结 果 说 明 ZF1 对 诱 导 肿 瘤 细 胞
HepG-2 的凋亡呈剂量依赖相关(图 2)。
2.3 ANNEXIN V/PI 荧光显微镜法观察细胞凋亡情
况 荧光显微镜观察结果表明，ZF1 诱导 HepG-2 细
胞发生凋亡，100 倍视野下可见大量早期凋亡细胞，
细胞凋亡早期由于细胞膜中的磷脂酰丝氨酸（PS）由







2.4 ZF1 诱导 HepG-2 细胞凋亡 DNA 断裂的定性
检测 2 ml ZF1(终浓度 1.2 mg/ml)作用 HepG-2 细
胞，细胞 DNA 呈现明显的彗星尾状条带(图 4)，提示
HepG-2 细胞在 ZF1 的诱导下发生凋亡。
2.5 Western blotting 检测 Bcl-2、PARP 蛋白的表
达 通过 Western blotting 检测 Bcl-2、PARP 的表达，
以不加凋亡诱导剂的 HepG-2 细胞作为对照。实验
组均以细胞数 106，2 ml 终浓度分别为 0.225、0.45、
1.2 mg/ml ZF1 溶液作用 HepG-2 细胞 4 h 后，在
26 000 可见 Bcl-2 表达，随着抗体浓度的不同，Bcl-
2 的表达量呈现 ZF1 剂量依赖性 （图 5）；PARP 的





a) fluorescence microscope reveals early apoptotic cells in green and
late apoptotic cells in red (×100); b）membrane were in green, and cells
are presented the formation of apoptotic bodies, accompanied by changes in
nuclear structure (×400).
图 3 镜下观察 ZF1 诱导 HepG-2 细胞的凋亡情况
Fig 3 Apoptosis of ZF1-treated HepG2 cells observed by
fluorescence microscopy
a) HepG- 2 cells；b) HepG- 2 cells treated with 0.225 mg/ml; ZF1；
c) HepG- 2 cells treated with 0.45 mg/ml ZF1；d) HepG- 2 cells treated
with 1.2 mg/ml ZF1.
图 2 ZF1 诱导 HepG-2 细胞调亡的流式细胞仪分析结果




1) 1.2 mg/ml ZF1 for 4 h, 2）Control.
图 4 琼脂糖凝胶电泳检验 DNA 碎片
Fig 4 Agarosegel electrophoresis analysis of the DNA fragment
a b
1) HepG- 2 cells；2) HepG- 2 cells treated with 0.225 mg/ml ZF1；
3) HepG- 2 cells treated with 0.45 mg/mL ZF1；4) HepG- 2 cells treated
with 1.2 mg/ml ZF1.
图 5 ZF1 Western blotting 分析
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链抗体 ZF1，ZF1 作为 DR5 的特异性配体，可与 DR5
特异结合并发挥相应的功能。
ZF1 作用 HepG-2 细胞 4 h 后，在光学显微镜
下，细胞形态即有明显改变，细胞间隙增大、细胞连
接消失、细胞变圆、漂浮。通过对 ZF1 作用的细胞进




外翻的磷脂酰丝氨酸（PS）与 ANNEXIN V 结合后使
荧光显微镜下细胞膜发绿色荧光，PI 透过凋亡细胞
的细胞膜与细胞核结合，使细胞核在荧光显微镜下
发红色荧光。通过形态学观察说明 ZF1 作用 HepG-
2 细胞，HepG-2 细胞发生凋亡。
经 MTT 法检测显示，当 200 μl ZF1 终浓度分别
为 0.225、0.45、0.9、1.2 mg/ml 时，HepG-2 细胞的生
长抑制率分别为 28.8%、52.3%、65.3%、89.8%。当抗
体终浓度在 0.9 mg/ml 时，ZF1 和鼠源性 anti-DR5
mAb 的肿瘤抑制效果相同；当抗体终浓 度小于
0.9 mg/ml时，ZF1 对肿瘤的抑制率小于 anti-DR5
mAb；当抗体终浓度大于 0.9 mg/ml 时，ZF1 对肿瘤
的抑制率大于 anti-DR5 mAb。通过 MTT 实验说明，
ZF1 对 HepG-2 细胞有杀伤作用，并且 ZF1 对细胞
的生长抑制率是随着剂量的增加而增加的。ZF1 与
anti-DR5 mAb 具有相当的功能，即对 HepG-2 细胞
生长的抑制呈明显的剂量依赖性。
流式细胞术检测结果表明 1.2 mg/ml 的 ZF1 作
用 HepG-2 细胞 4 h，HepG-2 细胞凋亡率为 83.2%，
其中早期凋亡率 8.5%，晚期凋亡率 74.7%。0.45 mg/
ml 的 ZF1 作用 HepG-2 细胞 4 h，HepG-2 细胞凋亡
率为 56%,其中早期凋亡率为 13.7%，晚期凋亡率为
41.3%。0.225 mg/ml 的 ZF1 作用 HepG-2 细胞 4 h，
HepG-2 细胞凋亡率为 32.9%，其中早期凋亡率
11.7%，晚期凋亡率 21.2%。流式细胞术结果更进一
步说明，ZF1 可诱导肿瘤细胞 HepG-2 的凋亡，并呈
剂量依赖性。
DNA Ladder 结 果 说 明 ， 在 ZF1 的 作 用 下 ，
HepG-2 细胞的 DNA 结构发生了断裂，通过琼脂糖
凝胶电泳可清晰地看到 ZF1 作用后的 HepG-2 细胞
出现很亮的彗星尾状拖尾，而未经 ZF1 作用的细胞
则未出现 DNA 断裂现象。这一结果再次说明 ZF1 是
通过诱导 HepG-2 细胞凋亡，而完成对 HepG-2 细
胞杀伤的。
Western blotting 结果显示，ZF1 作用 HepG-2 细
胞后，细胞中 Bcl-2 蛋白的表达量发生变化。随着加





制蛋白 Bcl-2 随着凋亡诱导剂 ZF1 的增加不减反增
的现象。而对 PARP 检测发现其活化随诱导剂的增
加而增强，这说明 ZF1 诱导细胞凋亡与 PARP 相关。
Western blotting 结果说明 ZF1 诱导 HepG-2 细胞株
凋亡，这种作用与 HepG-2 细胞株表达 Bcl-2 蛋白、
PARP 蛋白表达上调相关。
综上所述，ZF1 可以直接诱导表达 DR5 的肿瘤
细胞 HepG-2 凋亡，保持了 anti-DR5 mAb 特异性、
高效性。
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间的二硫键交联[13]。
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鸡蛋过敏原过敏病人血清中的特异性 IgE 有良好的
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